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論文内容要旨
 尿路感染症の慢性化あるいは再燃に細菌のL型菌(1、一form)が重要な役割を果しているの
 ではないかという考え方が最近ますます強調されつつある。過去数年来invitroにおけるL
 型菌の誘導に関しては多くの報告があるが,invivoにおけるL型菌の誘導あるいはその機構
 については未だ充分に明らかにされていない。そこで著者はinvivoにおける1、型菌の誘導お
 よびL型菌と細胞との相互作用などを明らかにする目的で,解析の有利さから組織培養細胞を用
 いてのし型菌の誘導および増槽について検討し合せて抗生物質感受性を調べた。
 材料.と方法
 1.用いた細菌とL型の誘導法ニブレイン・ハート・インフージョン(BHLDifco)で培養
 したProteusmirabiltsを主として用いたが,他に黄色ブドー球菌,大腸菌,赤痢菌およ
 びエルジニア菌を用いた。L型菌の誘導に際してはBHIに20%の非働化しない馬血清と100
 mcg/祀のペニシリンGを添加した培地(1・一BHI)に親細菌を接種し,37。Gで5日間培養
 した。一方組織培養におけるL型菌の誘導は10%馬血清および600mcg/麗のペニシリン(}
 を添加した約2×105/雇のヒラ細胞の単層培養に2×10ン雇の親細菌を感染させ37℃で培養した。
 2、L型菌の生菌計算法二1、一BHI中およびヒラ組織培養中のいづれのし型菌についても,
 ドライアイスーアセトンで凍結融解を5回行なった後ミリポアフィルター(HA型)を通し,そ
 の通過液をL-BHIで混釈し,37。Gで5日間培養した後,生じたL型菌のコロニーを計えOFUを求めた。
 3、抗生物質感受性試験法:無細胞培地での感受性はProteusL型菌の寒天平板(L-BHI)
 に直径6襯の穴をあけ,これに0.3磁の各濃度の抗生物質の溶液を滴下し,5日間培養した後,
 穴の周囲に生じた発育阻止の直径から判定した。一方,ヒラ細胞の単層培養におけるL
 型菌に対するGolistin(GI、)およびErythromycin(EM)の発育阻止作用は,
54
 2×10/認のヒラ細胞に2×10/諺のL-BHIで誘導したProteusL型菌を接種し,
 37。Cで12時間培養した後各濃度の両抗生物質を添加し経時的に1、型菌の生菌計算を行なった。
 4.ヒラ細胞に対するGI、およびEMの吸着二500認のRouxビンに2日間培養したヒラ細
 胞の単層培養に最終濃度50mcg/初のGしおよびEMを添加し,37。Gで経時的に培養液と洗
 滌液(未吸着)および10Kc,20分間の超音波処理した細胞破砕液(吸着)を調整し両者の統一
 菌価を測定しそれぞれ未吸着量,吸着量とした。
 実験.結果
 1、凍結融解に対するProteusL型菌の抵抗性:Proteusの親細菌は6回の凍結融解で
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 99%死滅したのに対し,同じProteusのL型では10回甲凍結甦解にも抵抗性を示し,むし
 ろ凍結融解前より菌数が約12倍増加した。同時に実験したAcholeplasmaでも同じ現象がみ
 られたが,このことはこれら2種の微生物は液体培地中でクランプを形成して増殖するが,凍結
 融解によってこのクランプが解離したことによると考えられる。
 2.無細胞培地および組織培養における細菌のL型菌への誘導率:Proteus菌をはじめ計5
 種の菌について比較した結果,無細胞培地(L-BHI)では10『5-1σ「7の誘導率であったの
 に対し,一方ヒラ細胞の組織培養中では全ての菌で誘導率が高く10辺のオーダーを示し,特に
 Proteus菌については殆んど100%の誘導率であった。また無細胞培地では時間と共に徐々
 にL型菌に変換するのに対し,組織培養中では,はじめの24時間～48時間に急激なL型菌へ
 の変換がみられた。
 3.ProteusL型菌の抗生物質感受性:L型菌はマイコプラズマと同様細胞壁を欠く微生物
 であるが,これまでの報告と同様細胞壁合成阻害剤に対しては全く非感受性を示し蛋白合成阻害
 剤に感受性であった。特筆すべきは細胞膜障害作用を有するGしが親細菌に対してよりもし型菌
 に対して約1/1000という低濃度で作用したことである。一方,ヒラ細胞の組織培養中の1、型
 菌に対してはOL(5mcg/認)は添加後24時間で全てのし型菌を死滅させたが,EMは100
5'
 mcg/曜の高濃度でも全ての1。型菌を死滅させ得ず常に約10/磁程度の1。型菌が生存して
 残った。またヒラ単層培養にL型菌を接種して24時間後(この時L型菌の増殖は最高に達する),
さ
 培養液を捨て,YLEで4回洗滌し(約10/磁の1。型菌は洗滌不能,細胞内L型菌),CL
 を含む新鮮培地でこの細胞を培養した場合でもやはり全てのし型菌は死滅したが,EMはこの細
 胞内L型菌の増殖を殆んど阻害しなかった。このことを説明するため,これら2種の抗生物質の
 ヒラ細胞内への透過性を検討し次の結果を得た。
 4.GしとEMのヒラ細胞内への透過:両抗生物質共に培養液中(未吸着)の濃度には殆んど差
 がみられなかったが,細胞内濃度は両者で大きく異なりEMではL型菌に対する最少発育阻止濃
 度(MIG)以下であったのに対し,GしではMIGの2～3倍の濃度が細胞内に透過すること
 が明らかとなった。
結語
 以上の結果から,1)無細胞培地よりも組織培養が明らかに高い誘導率で細菌がL型菌に変換
 し,2)ヒラ細胞にProteusL型菌を感染させた場合,はじめの24時間に1、型菌の急激な増
 殖がみられた。この系は今後L型菌と細胞との相互作用を解折する上で有利な研究法を提供する
 ことになろう。3)細胞内1、型菌の増殖をGLは阻止するがEMは阻止しなかった。4)このこ
 一と揖OLは阻害に充分な量が細胞内に透過するがEMは透過しないことによる,ことなどが明かとなつ島
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 審査結果の要旨
 尿路感染1症の慢性化,あるいは再燃に細菌の濾過型である1、一formが重要な役割を果してい
 るという実験結果がつづけて報告されている。本論文で著者はどういう状態で親の細菌が濾過型
 になるかという分析を試み,従来いわれていたペニシリン存在下のブイヨン培養という細胞壁形'.
 成阻害の場のみならず,組織培養細胞に細菌を感染させ,培地にペニシリンを加えておくと,し
 らべた5つの細菌の何れも極めて高頻度に,しかも短時間の間にL-formに転換するという事
 実を明ら力巧こした。
 実験は先ず組織培養細胞内のL-formを凍結融解法で検出する方法論を確立し,次にプロテ
 ウス菌を中心に大腸菌,赤痢菌,エルジニア菌,黄色ブドー球菌の5種の細菌を用い,He.1、a細
 胞に感染させるとペニシリン存在下極めて高率に,しかも短時間で1、一formが誘導される事実
 を明らかにした。例えばプロテウス菌の場合,著者のえらんだ条件下に殆んど100%の親細菌
 が1」一formに転換する。
 つづいて著者はHeI、a細胞に1、一for皿を感染させて発育条件を検討すると共に化学療法剤を
 与え,L-f。rm感染症に対する化学療法の試みが如何にあるべきかを示した。例えば,プ・テ
 ウスの1・一fomのHeLa細胞感染に対し,コリスチンは有効であり,エリスロマイシンは無効
 である。・この事実は細胞内濃度で解明された。
 以上本論文は1、一form誘導が組織培養細胞で容易に行われる事を明らかにした点,また
 し-formに対する抗生物質投与を決定するモデル実験の場を提供した点,学位授与に値するも
 のと認める。
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